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摘要  在对超分辨率理论作有关修正改进基础上, 通过扩展傅立叶子运动维度, 增加亮度梯度以及应
用极大值自适应加权滤波器等手段, 发展出新的以动态序列图像对细胞膜的微小搏动进行测定的新方
法. 较之原有方法, 在超分辨能力, 测量精度方面得到提高. 通过对人体红细胞, 植物黄曲霉细胞的检
测分析, 得出了一些新发现.  
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细胞作为生命的最小单位 , 每时每刻都在进行
着新陈代谢、呼吸作用、光合作用、信息传导、物质

跨膜运输等生命活动 , 生命活动的改变可以通过细
胞膜的物理化学特性变化体现出来. 因此, 细胞膜的
物理特性与细胞生命活动有高度关联 , 对细胞物理
特性的测定在细胞结构功能研究中至关重要 . 由于
光学衍射极限以及检测器灵敏度的限制 , 普通方法
无法对细胞膜搏动如此微小的运动(约 30 ~100 nm)进
行检测. 因此, 一些研究探索用特殊的方法去检测其
搏动, 已报道的方法包括 [1~4]: 建立各种分析检测模
型 , 利用各种微小探针技术来感应搏动并得到检测
数据; 利用准弹性激光技术进行检测, 等等. 这些方
法中前者是侵入性的, 对细胞本身有影响, 后者则需
要较复杂的技术条件. 并且, 测量结果的稳定度不够
理想 [5]. 文献[6]提出了以细胞序列图像进行超分辨
分析的方法, 优点是所需技术条件较为简单, 并且对
细胞的检测是非侵入无损测量 . 但在所建立的测量
方法上有很多不足: (ⅰ) 其测定是以细胞边缘光晕
的强度变化为依据, 即设定一强度阈值, 然后跟踪该
强度阈值的位置变化 . 但该方法没有考虑强度阈值
与周边本底强度间的差别梯度的影响 , 难以反映所
获图像信噪比不同对测定的影响 , 故其理论上有缺
陷, 应对其进行修正, 把梯度因素包括进去; (ⅱ) 对
细胞的运动估计维数较低 , 仅考虑了细胞的平移而
没有考虑在其他方向的运动 , 使所做的傅立叶分解
的误差增大 , 应增加分运动维数使分运动更加接近
细胞总体运动; (ⅲ) 在其测量分析过程中没有应用
合适的抗嘈杂干扰的滤波器. 为此, 本研究拟通过修
正超分辨率理论模型公式、补充分运动维度、在测定

分析中加入合适的抗嘈杂干扰滤波器 , 引进亮度梯

度来确定所跟踪细胞边缘等方法 , 自主提出有关算
法对细胞膜的微小搏动进行超分辨率分析 , 检测细
胞膜微小搏动 . 为细胞膜力学特性的研究提供有力
手段. 与此同时, 还对人体红细胞, 植物黄曲霉细胞
在外部不同物理化学条件下的力学特性变化进行了

研究, 得出了一系列重要结果.  

1  理论与方法 
(ⅰ) 理论依据.  分辨率之所以能超越经典极限, 

它依据两条基本的数学原理: 
定理 1: 一个空间有界函数的二维傅立叶变换是

频域的解析函数;  
定理 2: 频域上的一个任意的解析函数, 若在此

平面上的一个任意小的(但有限)的区域内, 精确地知
道这个函数的值, 那么整个函数可通过解析延拓(惟
一地)求出.  

实际的图像应具备非负性和有界性. 这里 X 表

示物体的大小或范围. 可以用以下形式进行表示:  
 F(x) = f(x)rect(x/X). (1) 
这里, rect(x/X)为矩形函数, f(x)的傅里叶谱可分成两
部分: Fa(u)是截止频率以内部分, Fb(u)是截止频率以
外部分. 对(1)式取傅里叶变换有:      
 F(u) = [Fa(u) + Fb(u)] × sinc(Xu). (2) 
从(2)式可以看到, 由于 sinc 函数(称为取样函数, 其

定义为 : 

1,          ( 0);
sinc( ) sin ,   ( 0).

x
x x x

x

=⎧
⎪≡ ⎨

≠⎪⎩

)是无限的 , 则截止

频率以外的信息通过卷积迭加到了截止频率以内的

频率成分中. 换句话说, 对于有界受限物体, 截止频
率以内的频率成分中包含了物体的所有信息 , 包括
低频和高频信息.  
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在物体成像中 , 分辨率决定了两个目标能够分
开的最小限度. 对于一个目标, 当它的粒径小于光波
波长时, 在一定的显微镜孔径下, 它就以接近波长的
一个小点在暗背景下显示, 呈Gaussian分布. 而小于
光波波长的目标的准确位置是可以由这个Gaussian
分布的图像点精确估计出来的. 同样, 对于细胞而言, 
其膜的搏动尺度小于光波波长 , 在光镜下无法直接
可见, 但是细胞周围的衍射光晕(halo)携带了细胞膜
边缘精确位置的信息 , 通过对光晕噪声信号的检测
分析, 可以得出细胞膜边缘的准确位置, 从而测定出
细胞膜的微小搏动. 对于红细胞, 测量细胞边缘位置
的分辨率并不依赖于光学显微镜的分辨率 , 而是由
噪声决定. 本研究所用的CCD(IMAC-CCD30)的像素
尺度为7.5 μm, 实验中每个显示单位为1/20个像素. 对
于 10 bit宽动态CCD的最大量子误差为 0.035. 依据
COG(center of gravity)算法[7]获得整体横向误差为: 
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 ( ) .tot Pos
Pos N

σ
σ =  (3) 

在(3)式中, σPos 为每个位置的空间估计误差; N

为所分析图像的数量; 对于本实验有: σPos=
7.5
3000

×

0.035≈0.0047 μm, 因此本方法的测量精度约为 5 nm. 
超分辨率复原能力是指当噪声存在时 , 能被复

原和重建的超分辨率信息的数量. Sementilli等人[8]对

此进行了分析 , 提出了以下超分辨率复原能力的估
算表达式:  

 1 1 1
1
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这里 fe表示截止频率以外能够复原的频率范围; T 是
复原分量的允许误差; C1 是常数, σ n 是噪声标准差; 
从(4)式可以看到, 超分辨率复原能力 fe 的大小主要

取决于噪声的标准差σ n和物体的实际大小 X.  
为了体现出图像强度阈值与周边本底强度间差

别梯度的影响 , 对上述公式(4)作出必要修正 . 引入
信噪比(N)、信号梯度(Ds)和噪声梯度(Dn). 显然σn = 
k(Ds − Dn)或者σn = k1Dn(N − 1), 这里 k, k1为比例系数. 
将它代入(4)式有:  

1 1 1
1 3
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 (k3为比例系数). (5) 
由(5)式可知信号梯度越大噪声对复原能力的影

响越小, 复原能力亦越强. 同时, 由(5)式知信噪比越

大复原能力越强 . 此式更加明确地反映出图像复原
与噪声和信号的直接关系.  

(ⅱ) 动态序列图像的超分辨率复原.  设 f(x, y)
表示原物, k 表示一系列相互平移像的总数, 则平移
像可用下式表示:  
 fr(x, y) = f(x + Δxr, y + Δyr).  r = 1, 2, ⋯, k. (6) 
如果对上述函数进行抽样, 所得的抽样函数为:  

yr(m, n) = f(mTx + Δxr, nTy + Δyr). 
 m = 1, 2, ⋯, M − 1; n = 1, 2, ⋯, N − 1 (7) 
Tx和 Ty分别为 x和 y方向的抽样间隔. 对(6)式取傅立
叶变换, 则有:  

( ,1) .K r sx
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k lY k F pf qf
MT NT
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该方程把 fr的连续傅立叶变换 Fr和 fr的离散傅立叶

变换 YK(k, l)联系在一起. 又: 

 2π( )( , ) ( , ).r ri x u y v
rF u v e F u v∇ +∇=  (9) 

这里 u和 v分别表示 x, y方向上的空间频率. 最后可
得如下关系:  
 Y = φF. (10) 
式中 Y表示 YK(k, l); F表示 F(u, v); φ 表示运动估计. 
因此通过确定 k 幅图像的离散傅立叶变换 YK(k, l)和
运动估计φ, 从(10)式就可解得 F, 然后利用傅立叶逆
变换求得 f(x, y).  

(ⅲ) 算法的改进.  依据超分辨率理论, 采用动
态序列图像分析技术, 着重解决的主要问题在于: 在
运动估计算法中, 运用区域匹配的方法, 使运动像素
的确定考虑了局部区域的像素运动的整体效应 , 具
有局部统计意义 , 这样使像素运动的估计更加精确
可靠. 在运动分解模型中, 不但考虑了细胞的平动特
性, 而且考虑到细胞本身的转动, 故在模型中加入了
切向运动项, 增加了分运动的维度, 使模型更加接近
细胞运动实体, 即图 1中所示出的m = 3, m = 4项. 在
边缘估计方面 , 在算法中引进亮度梯度对细胞进行
跟踪. 见图 2所示, A点噪声梯度D取最大值, 由本文
所修正的(5)式知道, 较之已有的域值法[6], 对噪声的
敏感降低, 有利于超分辨能力的提高, 从而提高测量
的分辨能力 . 在滤波上构造了滤波器—极大值自适
应加权平均滤波(maximum adaptive weighted averag-
ing filter, MAWA), 使之既可以有效地滤波, 又 可以
保持高亮度点的亮度不退化 .  M AWA滤波器是 
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图 1   运动分解图示 
上面部分为红细胞由位置 1运动到位置 2的情况. 下面部分为运动的

5种分解形式，共计有 8个不同的运动方向 
 

 
 

图 2  由梯度决定测量所追踪的细胞边缘光晕点 A 
 
建立在观察噪声是加性的、与信号无关的零均值的高

斯噪声模型基础上的. 高斯噪声用其 RMS值(标准差)
来表征. 此滤波器的使用主要目的在于减小噪声的标
准差σ n, 同样由(5)式可知超分辨复原能力得到增强.  

2  实验与结果 
图 3 所示为实验所用图像分析系统的结构和图

像获取原理图. 所用的显微镜为 TE300 (Nikon, Ja-
pan), 倒置显微镜, 其卤钨稳流光源(100 W)光束通过
孔径大小可调的光阑后 , 经透镜聚焦后照射到样品
上. 其对应孔像直径在 1~200 μm 范围可调. 激发光
源(汞灯), 可调光阑及可移动模块则用于荧光的激发
及荧光图像的摄录和分析 . CCD 摄像头 (IMAC- 
CCD30, 768 × 572, Altlussheim, Germany)用于摄取显
微镜所成显微图像 . 再用图像捕捉卡 (MATROX- 
METEORII PCI, San Diego, CA, USA)和计算机实现
图像的显示、存储、处理和分析.  

以红细胞实验为例, 以 30 帧/s 的速度获取的红
细胞 Flicker 亮晕(halo)图像. 连续记录 100 s. 通过
上述超分辨复原方法处理. 求出在 halo边缘的 8个方
向梯度最大值, 对动态连续拍摄的 3000 张图像进行 

 
 

图 3  细胞膜微小搏动测量装置图 
 
自动分析. 软件分析图例见图 4. 分析程序自动求出
上下两个垂直方向、左右两个水平方向以及 45°和
135°两个方向共计 8 个方向的位置波动值. 获得 8 × 
3000个值后, 求出其方差 δn (n = 0, 1, 2, 3), 由(11) 
式, 估计出红细胞膜微小搏动的方差δ nm: 
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继而由如下(12), (13)和(14)式, 可以得到细胞膜的力
学特性参量[9]:  
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式(11)中 n为分运动的数量, m为傅立叶分解维. 式(12)
为弯曲模量 KC的计算公式, R为细胞的半径 , KB 为

玻尔兹曼常数, T为绝对温度. 式(13)为剪切模量 μ的
计算公式, 其中ε 由式(14)给出. 图5为依据本方法所得
到的红细胞在不同温度下的弹性膜量、剪切膜量结果. 
 

 
 

图 4  对红细胞 flicker光晕相差图像的分析界面(1000×) 
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图 5  红细胞在不同温度下的弹性模量、剪切模量的 
测量结果 

3  讨论 
采用视频序列图像或同一物体的多幅图像进行

超分辨图像复原分析 , 如果图像之间存在着相互运
动(如平移和旋转), 则这些序列图像含有类似但不完
全相同的信息 . 本方法就是利用这些不同但相互补
充的信息以及物体的先验信息 , 从一系列低分辨率
的图像恢复出高分辨率的单幅图像 . 该思想与单纯
用单幅图像超分辨率复原法相比 , 其优点是除了利
用物体的先验信息和单幅图像的信息之外 , 还充分
利用了不同图像之间的补充信息 , 因此其超分辨率
复原能力高 . 本文讨论了通过系列图像进行超分辨
率复原的理论方法 , 发展出可对细胞膜的微小搏动
进行超分辨率估计的技术 , 并自主开发出相关应用
软件, 可精确地检测出细胞膜的运动位移, 精度可达
到纳米量级. 在此基础上, 根据有关理论模型, 得出
了细胞膜的有关力学特性参数, 由图 5 可见在 37℃ 
时, 反映红细胞膜变形特性的弯曲模量KC = 2.75 × 
10−19 J以及反映黏附能力的剪切模量为μ = 0.489× 
10−7 N/m. 红细胞膜的弯曲模量在 37℃时为最小, 说
明在 37℃时红细胞的变形能力最强, 有利于红细胞
与外界的物质交换 . 应用此方法对红细胞在不同外
部条件(温度、氧分压、渗透压)下的力学参量进行动
态监测以及红细胞膜在不同pH下的自主变化情况[10]. 
这与我们先前以激光散射法测定的结果相一致[9]. 应
用此技术进行了柠檬醛对黄曲霉质膜物理损伤机

制研究 , 从机理上解释了柠檬醛对黄曲霉质膜的
损伤[11]. 

相对与其他方法而言 , 本方法是在无扰、实
时、在位的情况下实施测量, 故对细胞的测定较为 
方便, 准确, 尤其是可反映细胞在外部其他物理化

学条件改变的情况下实时在位的情况. 本方法的特
点在于, 利用序列和多幅图像发展了新的运动模型, 
新模型考虑了细胞膜运动的切向分量 , 扩大了分运
动维度, 使模型更加接近于真实运动情况; 应用极大
值自适应加权平均滤波对成像模型的噪声进行滤除; 
对理论公式进行适当修正 , 考虑了噪声梯度对提高
图像复原能力的影响 , 实验中跟踪了光晕的梯度最
大值, 使噪声梯度达到最大. 通过这些改进使本方法
的测量精度和可靠性均有提高.  
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